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类缺血等多种预处理上调脂多糖应答基因在神经元中的表达
胡 玲 殷 亮 吴 畏 蔡 琳 巩 固△

(成都军区总医院麻醉科 四川成都 610083)

摘要 目的：研究体外和体内多种预处理对小鼠神经元细胞内脂多糖应答基因(LRG)表达的影响。方法：利用 qRT-PCR和 western

blot方法检测体外多种预处理(类缺血、高压氧、异氟和脂多糖)对小鼠神经元细胞中 LRG的转录水平和蛋白表达水平的影响；运

用小 RNA干扰方法(siRNA)沉默神经元细胞中 LRG的表达，噻唑蓝(MTT)方法检测神经元细胞的生长情况；运用大脑中动脉阻

闭法(MCAO)建立多种预处理诱导脑缺血耐受的小鼠试验模型，qRT-PCR和 western blot方法检测小鼠脑组织中 LRG转录水平

和蛋白水平的变化。结果：体外多种预处理明显上调 LRG在小鼠脑海马神经元细胞中的表达；沉默 LRG在神经元中的表达明显

加快类缺血处理细胞的死亡；多种预处理建立的脑缺血耐受小鼠的脑组织中 LRG转录水平和蛋白表达水平明显升高。结论：类缺

血等多种预处理可上调神经元细胞内 LRG的表达，但其在脑缺血再灌注损伤中的作用机制尚不清楚，需进一步的研究。
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Ischemia-like and Various Preconditioning Promote the Expression of
Lipopolysaccharide Response Gene in Neurons

To study the effect of various preconditioning on lipopolysaccharide response gene (LRG) expression in
neurons of mice in vitro and in vivo. qRT-PCR and western blot were used to detect the expression profiles of LRG in mice

neurons under various preconditioning in vitro. LRG expression was silenced by small interference RNA (siRNA) and cell growth was

detected by MTT assay. The mouse model of ischemia tolerance under various pre-conditions was established by middle cerebral artery

occlusion (MCAO) and the transcription level and protein level of LRG in mouse brain tissues were determined by qRT-PCR and western

blot, respectively. The mRNA and protein levels of LRG were increased in neurons under various preconditioning including

ischemic-like-reperfusion, hyperbaric oxygen, isoflurane and lipopolysaccharide in vitro. The growth of neurons under
ischemic-like-reperfusion pretreatment was significantly deceased in LRG expression silencing cells. In addition, the mRNA and protein

levels of LRG in brain tissues of mouse model of ischemia tolerance under various preconditioning were also up-regulated.

Ischemia-reperfusion-like and various preconditioning promoted the expression of LRG in mice neurons. However, the precise molecular

mechanism of LRG in regulating cerebral ischemia-reperfusion injury remains unclear which deserved further investigation.

Precondition; LRG gene; Brain ischemic reperfusion
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前言

脑缺血耐受(brain ischemic tolerance，BIT)是指预先的短暂

性缺血或轻度缺氧处理能够使机体对随后更严重的缺血、缺氧

产生防御和保护作用的现象[1]。研究已在脑、心肌、骨骼肌、肝、

肾、小肠等多种器官中都发现了缺血耐受现象[2]。脑缺血耐受的

产生具体机制目前还未明确，已知是一种与递质[3]、通道、基因

表达[4]、蛋白质合成[5]相关的多环节相关的生物学过程。研究发

现，物理性和化学药物预处理均能够提高脑缺血耐受，但其分

子机理并不清楚。LRG是一种新发现的脂多糖应答基因，最早

由人牙髓细胞差异表达、基因文库中筛选出来[6]。近年来，研究

发现脂多糖应答基因(LRG)在脑缺血耐受中具有重要的作用。

本研究主要研究 LRG在体外和体内类缺血等多种预处理情况
下的 mRNA和蛋白水平的表达模式，探讨其对神经元细胞生

长的影响，为阐明 LRG在脑缺血耐受中的分子机理奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 实验动物 实验动物的使用严格遵守解放军总医院伦理

道德委员会制定的指导原则。成年雄性 C57BL/6J小鼠，体重
18~30g，饲喂在 24± 2℃，50± 10%相对湿度条件下。
1.1.2 主要试剂 胎牛血清、细胞培养基 (Gibco)；DyNAmo

SYBR Green qPCR试剂盒(Invitrogen/USA)；辣根过氧化物酶标
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记的羊抗鼠二抗和胰蛋白酶(Sigma)；脂质体(LipofectamineTM

2000, Invitrogen/USA)；半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解 3 (cys-

teinyl aspartate specific proteinase 3，caspase-3)检测试剂盒(上海

浩然生物技术有限公司)；兔抗 LRG抗体和兔抗 茁-actin抗体
(Santa Cluz)。
1.2 实验方法
1.2.1 神经元的原代培养 取新生 24 h内的小鼠，75％乙醇消

毒后断头取脑，分离脑海马，用低浓度(0.25％ )的胰酶结合机械

吹打的方法制备单细胞悬液 ，调节细胞浓度至 106/mL，种板。
24至 48 h后首次全量换液，培养到第 3～ 4天。加入阿糖胞苷
(终浓度为 10 滋mol/L)抑制胶质细胞生长，纯化神经元。作用
1～ 2d后全量换液，以后每周换液 2-3次每次半量换液。
1.2.2 神经元细胞体外多种预处理 类缺血预处理：将在 12孔

无菌培养板上原代培养 7d的海马神经细胞随机分为处理组和
对照组，将处理组培养板移入 37℃恒温密闭容器中，连续充以
95% NO2+5% CO2混合气体，流速为 20 mL/min，持续 15 min；

然后复氧 0、6、12、24、48 h。高压氧(HBO)预处理：将在 12孔无

菌培养板上原代培养 7d的海马神经细胞随机分为处理组和对

照组：对照组未经高压氧处理；高压氧(0.2 MPa/1 h)预适应组。

异氟烷预处理：将神经细胞培养接种于 12孔板中，培养至 7d，

随机分为 2组，分别为：①空白对照组(C组)；② 1MAC异氟烷

组 (ISO组)。有研究表明异氟烷 1MAC对应的异氟烷浓度为
1.2%，同时采用 5330型麻醉气体监测仪进行持续监测。脂多糖

预处理：将实验分组和处理细胞培养到第 7 天左右，随机分成

对照组(C组)，LPS组(L组)，L组用 LPS(10 滋g/mL )处理 48 h，
而对照组神经元仍进行正常培养。

1.2.3 siRNA的合成和转染 根据 LRG的基因序列，设计含有
Sal I 和 Xba I 酶切位点的 siRNA 序列：P1：TCGACGCT

CTTCAGACATAAAGGATTCGTCCTTTCTGTCTGAAGAGC

TTTTT；P2：CTAGAAAAAGCTCTTCAGACAGAAAGGACGA

ATCCTTTCTGTCTGAAGAGCG。引物通过 SalI-XbaI限制性

位点克隆到 shRNA质粒 pAVU6+27中，重组质粒序列由测序

进行鉴定。同时设计非特异性 siRNA序列作为阴性对照正，序

列由上海生工合成。细胞接种到 24 孔培养板中，取 5 滋L

LipofectamineTM2000 稀释到 250 滋L 减血清培养基 MEM

(minimum essential media, MEM)培养基中，轻轻混匀，室温孵

育 5 min；取 8.0 滋L siRNA 稀释到上述含 5 滋L Lipofec-

tamineTM 2000的 250 滋L减血清 MEM 培养基中，室温孵育
20min。取 50 滋L siRNA-Lipofectamine复合物加入到细胞培养

孔中，轻轻摇动混匀，37 ℃，5% CO2条件下培养。

1.2.4 噻唑蓝 (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoli-

um bromide, MTT) 法检测细胞的生长情况 各组细胞经处理

后弃去上清液，磷酸盐缓冲液(PBS)清洗，每孔加入MTT 100 滋L

(终浓度为 0.15 mg/ml)，置于 5% CO2培养箱内继续孵育 4~6h，

加入 10%十二烷基硫酸钠与 50%异丙醇 (100 滋L/孔) 助溶。
37℃放置过夜后于全自动酶标仪 490 nm波长处测定 OD值。

实验重复三次，取平均数作为实验结果。

1.2.5 多种预处理处理小鼠 C57Bl/6J小鼠 18-30g，由本院动
物部提供，共 50只，随机分 5组(n=10)。假手术组(SHAM组)，

只分离双侧颈总动脉而未予夹闭;缺血组，夹闭双侧颈总动脉
5min后再开放；高压氧预处理组，HBO组动物接受连续 5d的
高压氧预处理，高压氧处理条件为：100%氧气，253.3 kPa，1h/d。

处理过程：动物进高压氧舱后先用 100%氧气洗舱 10min，再进
行匀速加压，20min加压至 2.5ATA，舱内氧气浓度＞ 96%，并用
100%氧气通风，之后匀速减至常压。20min/次，间隔 30 min，连

续 4次。ISO组，进行 I/R损伤前将鼠置于 100 cm× 100 cm×
100 cm的实验舱里，内放 ISO(雅培公司)和钠石灰，使 ISO 浓

度维持在 1.2%~1.5%(Datex气体监测仪监测)，进行 ISO预处
理 30 min，后在空气中洗脱 30 min；LPS组供体第 1天经尾静

脉给予 LPS 0.1mg/kg，第 2、3、4、5天给予 0.5mg/kg。所有动物

手术前夜禁食不禁水，10%水合氯醛 0.35g/kg腹腔注射麻醉。

小鼠经预处理后建立局灶性脑缺血模型。

1.2.6 局灶性脑缺血模型的建立 采用颈内动脉尼龙线(3-0)线
栓法，根据 Koizumi等[7]方法，参考 longa 等[8]即将动物置于一

半密闭容器中，经 10%水合氯醛 0.35g/kg腹腔注射麻醉后，保

留自主呼吸。取颈正中切口，暴露右侧颈总动脉，颈外动脉及颈

内动脉；结扎颈总动脉、颈外动脉；于颈总动脉分叉下方剪一切

口，将一预先用乙醇灯烧成圆头的尼龙线 (3-0，Ethicon Inc，
Japan)置入颈内动脉 17～ 18mm，直到有轻微阻力感为止。手术

时间 15～ 20min，术毕 1 min内动物基本清醒，恢复活动。右侧

大脑中动脉(MCA)阻闭 120 min后再次用 10%水合氯醛快速

麻醉动物，抽出尼龙线，恢复再灌注。术中保留自主呼吸，体温

由肛温探头连接多功能监测仪(Spacelab，USA)监测，并用烤灯

维持在 37.0～ 37.5℃。
1.2.7 qRT-PCR方法检测 mRNA 表达水平 利用 RNA-Solve
Reagent试剂盒提取神经元细胞的总 RNA，合成 cDNA。利用
cDNA 进行 lrg 基因片断扩增，引物按照 GenBank 登录号
NM_018360 进 行 设 计 ，P1：5'-CATGGCGACGCGGGTA-

GAGG-3c，P2：5'-CACATCAAGGAACCATCGTC-3'。 内 参

茁-actin 引 物 为 ：P1: 5'-ATGGATGACGTATCGCTG-3'，P2：
5'-ATGAGGTAGTTGTCAGGT-3'。25 滋L反应体系中含 10×
buffer 2.5 滋L、dNTPs 2 滋L、P1 和 P2(20 滋mol/L)分别为 0.5 滋L

(每个片断均单独扩增)、Ex Taq酶 0.2 滋L、cDNA 2 滋L、灭菌三

蒸水 17.3 滋L。反应条件为：94℃预变性 5min；94℃变性 30s、
50℃退火 30s、72℃延伸 40s，共 36个循环；72℃延伸 8 min。扩

增产物电泳后染色、观察，将 PCR 产物纯化、测序，序列采用
DNAMAN分析软件进行序列分析和比较。采用 DNA Engine
OpticonTM2 荧光检测系统和 DyNAmo SYBR Green qPCR 试

剂盒进行基因表达的测定。反应体系为 25 滋L，其中 12.5 滋L

DyNAmo SYBR Green qPCR mix，0.5 滋L 20 pmoL引物，2 滋L

cDNA 模板 (<10 ng/ 滋L)。反应条件为：UNG 酶 50℃孵育 2

min，94℃预变性 10 min。94℃DNA变性 20 sec，引物在 50℃退
火 30 sec，72℃延伸 30 sec，36个循环，72℃后延伸 10 min。熔

解曲线的制作条件为 65 ℃~95 ℃，每 0.2 ℃停留 1 sec。

基因表达定量的方法采用相对标准曲线法，内源性管家基

因 茁-actin标准化目的基因，目的基因和管家基因都绘制标准

曲线。纯化的 DNA 片断克隆后，按 10 到 104倍比稀释，由

Opticon Monitor 2软件产生最佳荧光基线和标准曲线。目的基
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因和 茁-actin基因的拷贝数分别根据产生的 Ct值从各自的标

准曲线获得。取 3次重复的平均值，用目的基因的拷贝数除以

茁-actin的拷贝数作为靶基因的相对表达量。
1.2.8 Western blot 检测蛋白表达 提取神经元细胞 LRG 蛋
白，测定蛋白的浓度，取 30 滋g蛋白样品，首先进行十二烷基硫

酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 (sodium dodecyl sulfate polyacry-

lamide gel electrophoresis，SDS-PAGE)电泳。电泳结束后，将凝

胶上的蛋白转移到硝酸纤维素膜上，并用 1%丽春红染色检测

转移效果。而后，将膜放在 10 ml封闭液中(2%脱脂奶粉)1 h；加

入一抗(1:1000)，4℃过夜孵育；加入二抗(1:10000)室温孵育 2

h；暗处发色。
1.3 统计学分析 实验数据采用统计学软件 SPSS13.0分析，计

量资料的组间比较采用 t检验方法，以 P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 体外多种预处理上调神经元细胞内 LRG mRNA的表达

利用 qPCR检测体外预处理后神经元细胞内 LRG mRNA

的表达水平，结果显示：与对照组相比，经过类缺血、高压氧、异

氟烷和脂多糖预处理的神经元细胞内 LRG mRNA的表达水平
明显升高(P<0.05)(图 1)。

2.2 体外多种预处理上调神经元细胞内 LRG蛋白的表达

通过提取体外预处理组及对照组神经元细胞的 LRG 蛋

白，并利用 western blot的方法检测其表达状况。结果显示：与

对照组相比，类缺血、高压氧、异氟烷和脂多糖预处理组的神经

元细胞 LRG蛋白表达水平明显升高(P<0.05)(图 2)。

2.3 LRG基因沉默抑制类缺血预处理的神经元细胞的生长

本研究利用 siRNA 技术沉默 LRG 在类缺血预处理神经

元细胞中的表达来探讨 LRG对神经元细胞生长的影响。首先，

根据 LRG的基因序列，我们合成了 lrg基因的 siRNA序列。实

验共分成了 3组：①对照组，未做任何处理的细胞；②阴性对照
组，加入非特异性 siRNA 序列 (non-specific siRNA)；③

LRG-siRNA组。随后通过 MTT实验来检测细胞生长状况，结

果显示：与空白组和阴性对照组相比，LRG 沉默后，缺血处理

神经元细胞的生长能力显著降低(P<0.05)(图 3)。

2.4 多种预处理促进脑缺血 /再灌注模型小鼠脑组织中 LRG

mRNA的表达
本研究在建立脑缺血 /再灌注小鼠模型前，对小鼠进行了

多种预处理，将小鼠分为 5组：①假手术组(SHAM组)：只分离

双侧颈总动脉而未予夹闭；②类缺血组(I/R组)：夹闭双侧颈总

图 1 多种预处理对神经元细胞中 LRG mRNA表达水平的影响

Fig.1 Effect of various preconditioning on the mRNA level of LRG in

neurons. A, Ischemia-like-reperfusion precondition (IR); B, hyperbaric

oxygen precondition (HBO); C, isoflurane precondition (ISO); D,

lipopolysaccharide precondition (LPS) (*P<0.05)

图 2 多种预处理对神经元细胞中 LRG蛋白水平表达的影响

Fig. 2 Effect of various preconditioning on the protein levels of LRG in

neurons. A, Ischemia-like-reperfusion precondition (IR); B, hyperbaric

oxygen precondition (HBO); C, isoflurane precondition(ISO); D,

lipopolysaccharide precondition (LPS) (*P<0.05)

图 3 LRG表达沉默对缺血处理脑海马神经元细胞的生长影响

Fig 3 Effect of LRG expression silencing on the growth of neurons under

ischemia-like-reperfusion preconditioning. (*P<0.05)
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动脉 5min后再开放；③高压氧组(HBO组)：动物接受连续 5d

的高压氧预处理；④异氟烷组(ISO组)：进行 I/R损伤前将鼠置
于实验舱中进行 ISO染毒；⑤脂多糖组(LPS组)：供体小鼠 I/R

损伤前经尾静脉给予 LPS。提取小鼠神经元细胞总 RNA，qPCR

检测 LRG基因 mRNA的表达量。结果显示：与对照组相比，各

预处理组 mRNA表达水平显著升高(P<0.05)(图 4)。

2.5 多种预处理提高脑缺血 /再灌注模型小鼠脑组织中 LRG

蛋白的表达

模型建立后，提取小鼠神经元细胞 LRG 蛋白，通过 west-

ern blot检测 LRG蛋白的表达量。结果表明：各预处理组小鼠
LRG蛋白表达水平均显著高于对照组小鼠(P<0.05)(图 5)。

3 讨论

自 1986年Murry在 MI研究中首先发现缺血预处理(IPC)

能够诱导产生缺血耐受来，诱导缺血耐受发生机制受到广泛关

注，但至今还未能阐述其确切机制[9, 10]。随后大量实验研究证明

缺血耐受具有器官普遍性[11]。IPC可以有效诱导器官产生缺血

耐受并因此使器官获得保护作用，但是在临床治疗上还无法得

到应用。越来越多的实验研究表明，通过药物激发或模拟机体

内源性物质(如腺苷、缓激肽、一氧化氮等)可以诱导缺血耐受的

保护作用；许多刺激如高压氧[12]、异氟烷[13]等均可诱导脑缺血耐

受，但其具体机制尚不明了。

短暂性脑缺血再灌注可导致脑易感区如海马 CA1区产生

选择性迟发性神经元损害[14,15]，研究者多采用大鼠作为研究对

象来制作缺血再灌注模型进行脑缺血神经元损伤相关的病理

生理机制。而 C57BL/6J、129X1/SvJ、Balb/C小鼠是转基因小鼠

常用的母系小鼠，制作相应缺血模型可以为研究转基因小鼠脑

缺血损伤机制提供很好的工具。目前常用于实验研究的是多采

用小鼠大脑中动脉阻塞 (middle cerebral artery occlusion，
MCAO)和双侧颈总动脉夹闭(bilateral commoncarotid artery oc-
clusion，BCCAO)的缺血模型。本研究应用小鼠大脑中动脉夹闭

法(MCAO)制作了 C57BL/6J 小鼠脑缺血模型，为研究小鼠在

脑缺血 /再灌注损伤耐受提供一种较好的模型。
LPS是革兰氏阴性菌细胞壁的组成部分，作为细菌的内毒

素，能够诱导出机体对局灶性脑缺血再灌注损伤的耐受，体现

了机体的适应性调节。LRG是新发现的一种 LPS应答基因。
Du K 等研究发现 LRG 主要分布于 HepG2 细胞的细胞质中，

可能是细胞质中由细胞膜向细胞核传递 LPS信息的一种重要

分子，因此 LRG是参与 LPS介导信号途径一种新的分子[16]。在

人 HEK293和 U937细胞中发现[17]，LRG的表达受到 LPS的正

向调控，并且也受 TNF-琢分子的上调作用[18]，显示出 LRG在炎

症和免疫调控中的作用。本研究在体外实验和体内实验中都证

明，多种预处理方式包括类缺血、高压氧、异氟烷和脂多糖都能

上调神经元细胞 LRG基因表达量，而将 LRG基因沉默后则降
低了神经元细胞在类缺血处理中的活力，提示出 LRG基因与

小鼠机体缺血耐受的调节之间的联系。但关于 LRG基因参与

缺血耐受调节的具体机制还有待更深入地研究。

综上所述，类缺血等多种预处理能够上调 LRG的表达，与

脑缺血再灌注损伤保护具有密切的联系。探讨 LRG在脑缺血
再灌注损伤保护中的作用机制具有重要的理论意义，但是其具

体作用机制目前并不清楚，本研究为进一步研究 LRG参与缺

血耐受调节机制奠定了基础。
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